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摘要 :【 目的] 探究 饲养 温度 对 黄粉 虫 Tenebrio molitor 幼虫 生长 发 育 和 体液 免疫 防御 的 影响 。[ 方 法 ] 测 定 了 不 同 
温度 (18, 22, 26 fl 307€ ) 下 饲养 的 黄粉 虫 幼虫 的 发 育 历 期 \ 肾 重 、 化 肾 率 ;采用 抑制 区 分 析 法 测定 了 不 同 温度 下 饲 
养 的 免疫 (用 生理 盐水 将 大 肠 杆菌 Escherichia coli 配制 成 1x10 个 菌 体 /pL 悬浮 液 ,用 微量 注射 器 将 其 注入 虫 体 
腹部 的 背面 ,每 头 幼虫 注射 1 pL) 和 非 免 疫 ( 注 射 生理 盐水 ) 黄 粉 虫 幼虫 血 淋 巴 的 抑 菌 和 溶菌 酶 活性 ,通过 分 光 光 
度 法 测定 了 其 酚 氧 化 酶 活性 。[【 结果 】 结 果 显 示 , 黄粉 虫 幼 虫 发 育 历 期 随 饲 养 温度 的 上 升 而 明显 缩短 (P < 
0. 0001) ,而 不 同 温度 下 肾 重 (P=0.067) 与 化 肾 率 (P=0. 869) 差 异 不 显著 。 免 疫 组 黄粉 虫 幼 虫 血 淋巴 的 抑 菌 、 酚 
氧化 酶 和 溶菌 酶 活性 随 饲 养 温度 上 升 而 降低 : 抑 菌 和 酚 氧 化 酶 活性 随 温度 变化 差异 极 显著 (P<0.0001) ,溶菌 酶 活 
性 差异 显著 (P=0.013)。[【 结 论 ] 本 研究 结果 表明 ,温度 对 黄粉 虫 的 生长 发 育 和 免疫 防御 具有 较 大 的 影响 ,低温 下 
黄粉 虫 幼 虫 的 发 育 历 期 延长 ,但 其 体液 免疫 防御 能 力 明 显 增强 。 
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Effects of temperature on development and humoral immune defense of 


Tenebrio molitor ( Coleoptera: Tenebrionidae) larvae 
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Abstract: [ Aim] To explore the effects of temperature on development and humoral immune defense of 





































































































































































































































































































Tenebrio molitor larvae. [Methods] We investigated the larval duration, pupal weight, pupation rate of 
T. molitor reared at different temperatures (18, 22, 26 and 30*C ). After immunization treatment (1 EL 
of physiological saline containing 1 x 10* cells of Escherichia coli was injected into the back of abdomen of 
each larva) and non-immunization treatment ( physiological saline injected), the bacteriolytic. and 
antibacterial activities in the hemolymph of T. molitor larvae reared at different temperatures were 
investigated via inhibition zone assay, and the phenoloxidase activity in the hemolymph was investigated 
by spectrophotometry. [ Results] The developmental duration of T. molitor larvae decreased as 
temperature increased. There was a significant negative correlation between larval duration and 
temperature (P «0.0001) , while the pupal weight ( P 20.067) and the pupation rate ( P 20. 869) did 
not significantly differ at different rearing temperatures. The phenoloxidase, lysozyme and antibacterial 
activities in the hemolymph of immunized T. molitor larvae decreased with the increase of temperature. 
At different temperatures both phenoloxidase and antibacterial activities were extremely significantly 
different ( P < 0. 0001), while the lysozyme activity was significantly different ( P = 0. 013). 
[ Conclusion] The results show that temperature has significant effects on the growth and development and 
the immune defense of T. molitor larvae. At lower rearing temperature the larval duration lengthens and 
the humoral immune defense significantly increases. 
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昆虫 在 长 期 的 进化 过 程 中 形成 了 一 套 独特 的 免 
疫 系统 ,是 一 类 具有 高 度 适应 性 和 防卫 机 能 的 动物 。 
昆虫 免疫 防御 的 强度 与 遗传 .环境 和 生物 因素 有 关 。 
关于 食物 ,性别 等 因素 对 昆虫 免疫 的 影响 有 较 多 报 
道 (Siva-Jothy and Thompson, 2002 ; Schmid-Hempel, 
2005; Schwarzenbach et al., 2005; Klemola et al., 
2007 ; 2009; 
Lazzaro, 2010) 。 温 度 是 影响 昆虫 生命 活动 最 重要 
的 因素 ( 罗 举 等 ，2005; Maistrello et al., 2006; 
Cárcamo et al., 2009; Kocmankova et al., 2010; 
Póyry et al., 2011; 尚 小 丽 等 , 2013) ,温度 在 影响 昆 
虫 的 生存 适合 度 的 同时 ,可 能 同时 对 昆虫 的 免疫 防 
御 系 统 产生 重要 影响 ( 0jala et al., 2005 ) 。 昆 虫 维 
持 其 强大 的 免疫 防御 系统 时 , 可 能 需要 付出 适合 度 
代价 (Lau et al., 2003) 。 

有 研究 表明 ,低温 能 够 提高 感 病 果 蝇 Drosophila 
melanogaster 的 存活 率 , 并 改变 与 免疫 相关 基因 的 表 
达 , 进 而 影响 果 晶 的 免疫 防御 能 力 (Linder et al., 
2008) ; 热 激 处 理 能 降低 大 蜡 虹 Galleria mellonella 感 
Ypk FU Beauveria bassiana 的 概率 , 而 且 提 高 
大 蜡 晨 的 抗菌 肽 表达 量 ( Wojda et al., 2009) 。 黄 粉 
IE Tenebrio molitor 作为 一 种 重要 资源 昆虫 和 模式 昆 
虫 ,其 生理 生化 方面 的 研究 已 相当 深入 ,其 中 温度 对 
黄粉 虫 生长 发 育 行为 、 消 化、 保护 酶 、 抗 药性 及 驯化 
的 影响 已 有 相关 报道 (Mellanby and French, 1957; 
Jankovi c-Hladni et al., 1976; Punzo and Kirk, 1992; 
X) Ri, 2006; ^E 9 $$, 2010; Allen et al., 
2012) ,但 关于 饲养 温度 对 黄粉 虫 免疫 防御 能 力 的 
影响 尚未 见报 道 。 为 探 明 饲 养 温度 对 黄粉 虫 幼 虫 发 
育 和 免疫 防御 能 力 的 影响 ,本 研究 分 析 了 不 同 饲养 
温度 下 黄粉 虫 幼虫 的 生长 发 育 和 体液 免疫 防御 的 差 
异 , 研 究 结 果 对 于 探 明 温度 对 昆虫 免疫 防御 的 影响 ， 
以 及 更 好 地 开发 黄粉 虫 资源 具有 重要 意义 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 的 饲养 

供 试 黄粉 虫 来 自 吉 林农 业 大 学 昆虫 养 虫 室 。 将 
刚 孵 化 不 超过 24 h 的 黄粉 虫 幼 虫 用 毛笔 移 人 养 虫 
盒 (35 cm x20 cm x 12 em) ,每 盒 500 头 ,每 个 温度 
饲养 5 盒 ( 即 为 5 次 重复 ) 。 人 饲养 温度 分 别 设 置 为 
18, 22, 26 和 30C ,空气 相对 湿度 为 50% ~ 60906 , 
避 光 饲养 。 饲 料 配制 比 为 : 麦 获 8590 + 玉米 粉 
15% ,在 饲料 中 加 入 适量 白菜 叶 ,补充 水 分 。 每 天 早 
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上 8 点 观察 黄粉 虫 幼 虫 生长 情况 , 记录 幼虫 发 育 历 
期 (发 育 历 期 这 里 指 50% 个 体 化 师 所 经 历 的 时 间 ) ， 
幼虫 化 肾 后 取出 称 重 。 
1.2 昆虫 免疫 

免疫 用 菌株 大 肠 杆菌 Escherichia coli DH5a 来 自 
吉林 农业 大 学 动物 科技 学 院 微 生物 教研 室 。 将 大 肠 
杆菌 DH5o 接 入 LB 液体 培养 基 ,37 ^C 下 摇动 培养 12 
h, 人 然后 5 000 r/min 离心 10 min ,沉淀 的 菌 体 用 无 菌 
水 冲洗 ,用 生理 盐水 配制 成 1 x 10 个 菌 体 /pL 悬浮 
液 。 待 虫 体 发 育 到 7 -8 龄 ,用 微量 注射 器 注入 虫 体 
腹部 的 背面 ,每 头 幼虫 注射 1 nL ,每 个 饲养 温度 注射 
500 头 ,将 免疫 后 的 幼虫 继续 饲养 48 h 后 取 血 淋巴 。 
1.3 血 淋 巴 的 收集 

每 个 饲养 温度 收集 5 份 (每 份 采 集约 100 头 幼 
虫 的 血 淋 巴 ) 免疫 血 淋 巴 和 5 份 未 免疫 血 淋 巴 ， 
份 收集 500 AL。 方 法 是 先 用 酒精 棉 球 擦拭 虫 体 , PA 
后 剪 掉 幼虫 的 1 条 胸 足 , 待 血 淋巴 流出 后 用 微量 移 
液 器 收集 于 离心 管内 (离心 管 置 于 冰 水 混合 物 中 ) ， 
4% 条件 下 5 000 r/min 离心 10 min ,收集 上 清 液 放 
入 -20% 冰 箱 保 存 备用 。 
1.4 抑 菌 活性 测定 

抑 菌 活性 测定 用 菌株 为 金黄 色 和 葡萄 球 瑚 
Staphlococci aureus ( 菌株 来 源 和 培养 同 大 肠 杆 菌 ) 。 
在 培养 下 底部 先 铺 一 层 不 含 菌 的 LB 固体 培养 基 (2 
mm) , 待 底 部 的 培养 基 凝 固 后 ,将 温 有 菌 液 的 培养 
基 ( 菌 液 浓度 为 10* 个 菌 体 /mL) ,均匀 铺 在 上 面 。 
用 打 孔 器 将 上 层 混 有 菌 液 的 培养 基 打 孔 , 孔 直径 为 
5 mm, 保 留 底 层 培 养 基 。 每 孔 中 加 入 血 淋 巴 30 pL 
(分 2 次 加 入 ) , 待 血 淋 巴 被 充分 吸收 后 , 放 和 人 37°C 
恒温 培养 箱 倒置 培养 24 h。 用 抑 菌 圈 的 直径 来 判断 
ph 菌 活性 的 强 弱 ( 抑 菌 圈 测 量 方法 是 用 游标 卡尺 在 
培养 四 的 背面 进行 手工 非 接 触 测 量 , 分 别 测量 各 重 
复 取 平 均值 ) 。 每 个 饲养 温度 测 10 份 (包括 免疫 组 
和 未 免疫 组 的 各 5 个 重复 ) 血 淋巴 样品 。 
1.5 酚 氧 化 酶 活性 测定 

血 淋 巴 样品 用 冷 PBS (149.6 mmol/L NaCl, 10 
mmol/L Na,;HPO,, pH 6.5) 稀释 20 倍 。200 uL 的 
测 活 体系 [24 pL 血 淋 巴 +24 pL 多 巴 (4 mg/mL) + 
24 uL PBS +128 uL 蒸 饮 水 ] ,在 30% 反应 60 min, 
在 反应 期 间 酶 催化 多 巴 转 化 为 多 巴 色素 ,多 巴 色 素 
用 分 光 光 度 法 测量 。 用 Bio-Rad 酶 标 仪 在 490 nm 
下 测定 光 密 度 随 时 间 变 化 的 增长 曲线 , 每 分 钟 记录 
一 个 吸光 度 值 , 酶 活性 用 Vmax 来 判断 (Vmax 指 的 
是 在 酶 处 于 反应 线性 阶段 的 反应 曲线 的 斜率 ) 
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( Haine et al., 2008) 。 每 个 饲养 温度 测 10 份 (包括 
免疫 组 和 未 免疫 组 的 各 5 个 重复 ) 血 淋巴 样品 。 
1.6 溶菌 酶 活性 测定 

溶菌 酶 活性 测定 采用 含 膝 黄 微 球菌 Micrococcus 
luteus ( 菌株 来 源 和 培养 同 大 肠 杆 菌 ) 的 琼脂 糖 平 板 
辐射 扩散 分 析 。 用 0. 1 mol/L SERE rii (D vri 
为 66 mmol/L KH,PO,, 66 mmol/L Na,HPO,, pH 
6.4) 配 置 1% 3 e p, JEXT ZUE K H P E CIRCE PRI 
加 进 196 琼脂 糖 ,最 终 浓度 为 10" 个 菌 体 /mL , 混 均 
后 , 铺 于 9 cm 培养 四 内 ,静止 30 min, 固化 ,制作 2 
mm 小 孔 , 注 5 pL 血 淋 巴 ,其 他 孔 分 别 加 入 已 知 浓 
度 的 标准 溶菌 酶 (浓度 分 别 为 :2 000, 1 000, 500, 
250, 125 和 62.5 pg/mL) ,28% 培养 18 Ph, 记录 每 孔 
周围 清晰 区 的 直径 ,清晰 区 的 直径 与 溶菌 酶 浓度 间 
存在 线性 关系 。 从 标准 曲线 上 找到 血 淋 巴 溶菌 酶 的 
浓度 。 
1.7 数据 分 析 

采用 SPSS17. 0 软件 进行 数据 分 析 , 用 单 因 素 方 
差分 析 ( One-Way ANOVA ) 检验 饲养 温度 对 黄粉 虫 
幼虫 生长 发 育 和 体液 免疫 影响 (P =0.05 ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 温度 对 黄粉 虫 幼 虫 生 长 发 育 的 影响 

黄粉 虫 在 所 设置 的 温度 下 均 能 完成 生长 发 育 。 
从 表 1 可 以 看 出 ,黄粉 虫 幼虫 的 发 育 历 期 随 着 饲养 
温度 的 升 高 明显 缩短 ,不 同 温度 下 黄粉 虫 幼虫 的 发 
育 历 期 差异 极 显 著 (1。 =511. 608, P <0.0001)， 
但 其 师 重 (mso = 3. 098, P= 0.067) 和 化 师 率 
(F,4 20.237, P=0.869) 无 显著 差异 。 

表 1 温度 对 黄粉 虫 幼虫 历 期 \ 凤 重 及 化 晴 率 的 影响 


Table 1 Effects of temperature on larval duration, pupal 













































































weight and the pupation rate of Tenebrio molitor 


WEC) y EWCA) 师 重 (mg) MRA) 











Temperature Larval duration — Pupal weight ^ Pupation rate 
18 1384 174.35 +5.05 a 137.25 +3.92 a 92.31 +1.86 a 
22 1377 122.61 +3.18 b 143.29 +3.86 a 91.85 £1.63 a 
26 1381 98.64 x£3.69 c 143.04 +2.94 a 92.13 £1.26 a 
30 1395 76.63 +2.48 d 135.94 +6.08 a 93.02 +3.32 a 





同 列 数据 (平均 值 + 标准 误 ) 后 不 同 字 母 表示 各 处 理 间 经 多 重 比较 
(Duncan 氏 新 复 极 差 检验 ) 在 P=0.05 水 平 上 差异 显著 。Different 


letters following the data ( mean + SE) within a column show significant 














difference among different treatments at P =0.05 based on analysis of 


variance ( Duncan’ s multiple range test). 


2.2 温度 对 免疫 与 非 免疫 黄粉 虫 幼 虫 血 淋巴 抑 菌 
活性 的 影响 
从 图 1 可 以 看 出 ,被 大 肠 杆菌 免疫 的 黄粉 虫 幼 











虫 血 淋 巴 抑 菌 活性 随 发 育 温 度 升 高 而 明显 下 降 , HL 
随 温 度 变 化 存在 显著 差异 (有 ,is 239.587, P < 
0.0001)。 在 18 下 抑 苦 活性 最 强 , 抑 菌 圈 直 径 是 
30%C 下 的 2 倍 。 在 各 饲养 温度 下 ,未 免疫 的 黄粉 虫 
幼虫 血 淋 巴 均 未 检测 到 抑 菌 活性 。 
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图 1 温度 对 免疫 黄粉 虫 幼虫 血 淋 巴 抑 菌 活性 的 影响 


Fig.1 Effect of temperature on antibacterial activity 

















in the hemolymph of immunized Tenebrio molitor larvae 
单 头 幼虫 用 微量 注射 器 将 1 pL 用 生理 盐水 配制 的 1 x 10 个 菌 体 / 
pL 的 大 肠 杆菌 Escherichia. coli 悬浮 液 注入 虫 体 腹部 的 背面 来 进行 免 
疫 (免疫 组 ) ;以 单 头 幼虫 注射 1 pL 的 生理 盐水 为 对 照 (未 免疫 组 ) 。 
柱 上 不 同 字母 表示 各 处 理 间 经 多 重 比较 (Duncan 氏 新 复 极 差 检验 ) 
在 P=0.05 水 平 上 差异 显著 。 下 图 同 。The larva was immunized by 


injection of 1 wL of physiological saline containing 1 x 10^ Escherichia coli 
























































cells into the back of abdomen of each larva ( immunized group) , while 
the larva injected with 1 uL of physiological saline was used as the control 
(unimmunized group). Different letters above bars show significant 
difference among different treatments at 已 = 0. 05 based on analysis of 
variance ( Duncan' s multiple range test). The same for the following 


figures. 


2.3 ”温度 对 免疫 与 非 免疫 黄粉 虫 幼 虫 血 淋 巴 的 栈 
氧化 酶 活性 的 影响 

从 图 2 可 以 看 出 ,免疫 组 和 未 免疫 组 黄粉 虫 血 
淋巴 中 酚 氧 化 酶 活性 均 随 着 发 育 温 度 升 高 呈现 下 降 
趋势 , 且 免 疫 组 ( 1。 2162. 992, P «0.0001) 和 未 
HEREZH (F, ie =524. 920, P «0. 0001) 随 温度 变化 
均 存 在 极 显 车 差异 。 人 免疫 组 黄粉 虫 血 淋巴 的 酚 氧 化 
酶 活性 在 不 同 温度 条 件 下 均 存 在 显著 差异 (P < 
0.05) ,未 免疫 组 18 与 22% 及 26 与 30% 下 差异 不 
显著 (P=0.05)。 
2.4 ”温度 对 免疫 与 非 免疫 黄粉 虫 幼 虫 血 淋 巴 的 溶 
菌 酶 活性 的 影响 

从 图 3 可 以 看 出 ,免疫 组 血 淋 巴 溶菌 酶 活性 随 
着 发 育 温度 升 高 呈现 下 降 趋 势 ,日 存 在 显著 差异 
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到 2 温度 对 免疫 和 非 免 疫 黄粉 虫 幼 虫 血 
淋巴 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 


Fig.2 Effect of temperature on phenoloxidase activity 











in the hemolymph of immunized and unimmunized 
Tenebrio molitor larvae 
同 组 内 数据 进行 显著 性 检验 ;图 3 同 。Significance of the difference 


between the data of the same group was tested. The same for Fig.3 
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图 3 温度 对 免疫 与 非 免 疫 黄 粉 虫 幼虫 血 淋 巴 
溶菌 酶 活性 的 影响 


Fig.3 Effect of temperature on lysozyme activity in 

















the hemolymph of immunized and unimmunized 


Tenebrio molitor larvae 


CF, i 25.487, P=0.013)。 未 免疫 组 不 同 发 育 温 
度 下 黄粉 虫 幼虫 血 淋 巴 中 溶菌 酶 的 活性 差异 不 显 车 
(F, 16 =0.134, 已 =0.938) 。 














3 讨论 


昆虫 体液 免疫 包括 能 诱导 抗菌 肽 产生 的 Toll 和 
Imd 反应 通道 ,以 及 由 酚 氧 化 酶 等 一 系列 酶 参与 的 
凝结 和 黑 化 反应 ( Hoffmann, 2003; Christensen et 
al., 2005) 。 抗 菌 肽 是 昆虫 非特 异性 天 然 免疫 中 起 
重要 作用 的 一 类 免疫 效应 因子 。 埃 及 伊 蚊 Aedes 
aegypti 在 马 拉 硫 磷 的 胁迫 下 ,防御 素 和 天 佛 素 的 表 
达 量 随 水 体温 度 的 升 高 而 降低 (Muturi, 2013)。 从 
本 研究 的 结果 来 看 ,在 18 和 22% 条 件 下 免疫 的 黄 
粉 虫 血 淋巴 的 抑 菌 活性 明显 高 于 26 和 30Y 条 件 
下 ,这 可 能 是 黄粉 虫 血 淋巴 中 抗菌 肽 的 表达 量 随 发 
育 温度 的 升 高 而 降低 产生 的 影响 。 已 有 研究 表明 ， 
低温 条 件 下 发 育 的 昆虫 体内 脂肪 含量 显著 高 于 高 温 









































FORRAS, 2010) ,而 昆虫 的 脂肪 组 织 是 合成 抗菌 
肽 的 主要 场所 ( 吕 鸿 声 , 2008) ,因此 低温 下 发 育 的 
昆虫 经 免疫 诱导 后 产生 抗菌 肽 表达 量 可 能 显著 升 
高 。 不 同 温度 下 黄粉 虫 血 淋巴 中 抗菌 肽 的 变化 有 待 
进一步 研究 。 

酚 氧 化 酶 在 昆虫 体液 免疫 中 起 着 非常 重要 的 作 
JH , 酚 氧化 酶 的 含量 及 活性 的 高 低 常 被 用 来 衡量 昆 
虫 免疫 能 力 的 大 小 。 用 溶 藻 弧 菌 Vibrio alginolyticus 
注射 凡 纳 滨 对 是 Litopenaeus vannamei 后 ,将 其 放置 
在 不 同 温度 的 海水 中 , 凡 纳 滨 对 是 的 死亡 率 随 着 水 
温 的 升 高 而 升 高 ,并 且 32%C 水温 下 酚 氧 化 酶 的 活性 
显著 低 于 20, 24 和 28% 的 条 件 下 酚 氧 化 酶 的 活性 
( Cheng et al., 2005) 。 本 研究 结果 表明 ,黄粉 虫 血 
淋巴 的 酚 氧 化 酶 活性 也 随 着 发 育 温度 的 升 高 而 降 
低 。 免 疫 后 黄粉 虫 血 淋巴 酚 氧 化 酶 的 活性 显著 高 于 
未 免疫 的 ,表明 入 侵 微 生物 激活 了 血 淋 巴 中 酚 氧 化 
酶 原 级 联系 统 ( 吕 鸿 声 , 2008) 。 昆 虫 体内 的 溶菌 酶 
也 是 免疫 防御 系统 的 重要 部 分 ,大 腊 量 被 球 孢 白 付 
菌 攻击 后 ,溶菌 酶 的 活性 显著 升 高 (Wojda et al., 
2009) ,本 研究 中 免疫 组 溶菌 酶 活性 也 显著 高 于 未 
免疫 组 。 
昆虫 的 免疫 防御 会 造成 昆虫 体内 某 些 与 生存 适 
合 度 有 关 的 功能 下 降 。 昆 虫 维持 其 免疫 防御 能 力 需 
要 代价 ,并 且 这 种 代价 在 维持 昆虫 的 繁殖 能 力 与 其 
存活 率 的 平衡 上 是 必 不 可 少 的 ,这 种 平衡 是 昆虫 生 
活 史 理论 的 一 个 中 心 原则 (Rolff and Siva-Jothy , 
2003 ) 。 本 研究 的 结果 表明 ,低温 下 黄粉 虫 幼虫 的 
发 育 历 期 明显 延长 ,但 相应 的 体液 免疫 防御 能 力 确 
显著 增强 ,而 高 温 下 发 育 历 期 缩短 ,但 相应 的 体液 锡 
疫 防 御 能 力 下 降 , 这 也 符合 昆虫 生活 史 理 论 的 中 心 
原则 。 
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